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Resumo

Embora a maioria dos biologistas circadianos provavelmente assuma que os reldgios circadianos controlem
os padroes de atividade, também ¢é sabido que estimulos ambientais podem mascarar os ritmos enddgenos, quer
pelo aumento ou pela supressao da atividade. A hipdtese de que ritmos circadianos sdo geralmente controlados
pelos ciclos exdgenos, foi testada experimentalmente em Bothrops jararacussu. Neste estudo, investigamos
a atividade locomotora sobre condi¢des de luminosidade e escuro constantes durante 24 dias ¢ comparamos
com os controles, submetidos ao um ciclo de claro/escuro. Sob um ciclo claro/escuro foi observado um pico de
atividade durante a fase noturna do ciclo, ritmo circadiano tipico de espécies noturnas. Em condi¢des constantes
de luminosidade, espécimes de Bothrops jararacussu exibiram significativa fragmentagdo com aumento global
na atividade locomotora e, em escuro constante, significativa supressdo da atividade. Provavelmente, o ritmo
circadiano é enddgeno, primariamente sincronizado pela alternancia de claro e escuro. Luminosidade constante
induz desincronizacgdo ¢ escuro constante bloqueio dos reldgios circadianos. O significado funcional destas
alteragdes circadianas sugere pequena flexibilidade na organizagdo circadiana em resposta as condi¢des do
ambiente.

Unitermos: atividade locomotora, Bothrops, fotoperiodo, ritmo circadiano, serpentes

Abstract

Daily patterns of the locomotor activity of Bothrops jararacussu (Serpentes: Viperidae): A response
to environmental lighting conditions or an endogenous rhythm? While most circadian biologists would
probably assume that circadian clocks drive activity patterns, it is also well known that environmental stimuli
may mask endogenous rhythms by either increasing or suppressing activity. The hypothesis that circadian
rhythms are generally entrained by exogenous cycles was experimentally tested in Bothrops jararacussu. In
this study, we investigated the locomotor activity under constant light and constant dark conditions for 24
days and compared it to that of control snakes living under a light/dark cycle. Under the light/dark cycle, one
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peak of activity was observed during the night phase, which is typical of the circadian rhythms of nocturnal
species. Constant light on Bothrops jararacussu promoted a significant fragmentation and an overall increase
in the amount of locomotor activity, while constant darkness provoked a significant suppression of activity.
This circadian rhythm is probably endogenous, primarily synchronized by alternating light and darkness.
Constant light induces desynchronization, and constant darkness leads to the blockage of circadian clocks.
The functional significance of these circadian changes suggests a small flexibility in circadian organization in

response to environmental conditions.

Key words: Bothrops, circadian rhythm, locomotor activity, photoperiod, snakes

Introducgao

Muitos pardmetros comportamentais e fisiologicos
mostram variagdes que persistem quando as condigdes
ambientais permanecem constantes, como as de
laboratorio. Os ritmos que persistem em condigdes
constantes, com periodos proximos de 24h, sdo chamados
circadianos (Murphy e Campbell, 1996).

Baseado no grau de atividade, as serpentes podem
ser classificadas em diurnas, noturnas ou crepusculares.
O periodo de atividade induz profundas alteragdes
comportamentais, sendo ecologicamente importante
nos ciclos diarios. Bothrops jararacussu ¢ uma
espécie estritamente noturna, com ritmos de atividade
locomotora fortemente sincronizada pela luz (Pereira-
da-Cruz, 2006). Estas caracteristicas comportamentais
da B. jararacussu obtidas em laboratorio podem ser
comparadas com outras espécies deste género obtidas na
natureza, como B. moojeni (Leloup, 1984), B. jararaca
(Sazima e Manzaini, 1995) e B. neuwiedi (Borges e
Araujo, 1998). Acredita-se que o sistema circadiano tenha
evoluido no sentido de melhor preparar o organismo para
enfrentar as mudancas do ambiente associadas ao ciclo
claro/escuro como alimentac¢ao, reproducao e hibernagao
(Jayne e Bennett, 1990; Goldman, 1999; Paranjpe e
Sharma, 2005).

Daan et al. (2001) sugeriram a presenga de dois
osciladores genéticos, ativados pelo grau de radiagdo de
luminosidade produzida pela estag¢ao do ano, sendo que
a intensidade da luminosidade poderia ser avaliada pelo
sistema nervoso central e atuar sobre dois pares de genes
circadianos (perl, cryl, per2 e cry2). O oscilador perl/
cryl seria acelerado pela luz e desacelerado pelo escuro;
enquanto o oscilador per2/cry?2 seria desacelerado pela
luz e acelerado pelo escuro, fornecendo um perfeito
mecanismo molecular para mensurar as esta¢des do
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ano ¢ a intensidade da atividade locomotora. Em B.
Jjararacussu, provavelmente, existam dois ou mais
relogios envolvidos na regulagdo dos ritmos locomotores
circadianos. Estes reldégios devem ser mutuamente
complementares, modulando informac¢des temporais ao
longo do sistema nervoso central, com livre-curso ao
longo de um periodo de 24h, em ciclo de claro/escuro
(Pereira-da-Cruz, 2007). A comparag¢do de homdlogos
do gene per2 em répteis, aves ¢ mamiferos demonstrou
uma mesma seqliéncia génica, sendo sua transcri¢ao
influenciada pelo mesmo grau de luminosidade e
temperatura (Albrecht et al., 1997; Brandstitter et al.,
2001; Magnone et al., 2005).

Nas condig¢des naturais, devemos considerar
que outros fatores abidticos, como a temperatura e
a umidade, influenciam o comportamento. Dados
relacionados a soltura e recaptura indicam que a B.
moojeni utiliza areas pequenas por longos periodos,
causada pela baixa mobilidade da espécie, sendo mais
ativa durante os meses de verdo, quando ocorre alta
intensidade de radiag@o solar, temperatura e umidade
relativa do ar (Oliveira e Martins, 2002).

Atividades locomotoras controladas por ritmos
circadianos sdo descritas em muitas espécies de répteis
(Underwood, 1990). A maioria dos estudos investiga o
ritmo de atividade locomotora para determinar como
o grau de ritmicidade circadiana manifesta-se através
da variacdo do fotoperiodo. Isto permite definir o
sincronismo interno em relagéo as condi¢des do ambiente.
Estudos de atividade locomotora de B. jararacussu
realizados em laboratorio, sugere que a luz é um potente
fornecedor de tempo para esta espécie, a exemplo do
que ocorre na maioria dos animais, demonstrando que
estes s@o capazes de modificar seu ritmo de atividade de
acordo com as variagdes de luminosidade presente no
ambiente. A inversdo do ciclo natural de luminosidade
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¢ capaz de bloquear a atividade, possivelmente através
da modulag@o de osciladores circadianos responsaveis
pelo controle da atividade locomotora (Pereira-da-
Cruz, 2007). Entretanto, os mecanismos moleculares
pelos quais estas manifestacdes comportamentais se
manifestam, através destes reldgios bioldgicos, ainda
ndo foram descritos. Acredita-se que existe um limite
neste ciclo para que a singularidade comportamental
se manifeste através da ag¢do dos estimulos exdgenos
sobre o reldgio bioldgico, na presenca de osciladores
circadianos dentro deste ciclo/limite.

Fica evidente que os mecanismos fotoreceptivos
sdo utilizados regularmente pelos relogios bioldgicos,
mas o entendimento de como o sistema sensorial detecta
a luz e controla os ritmos circadianos em serpentes,
ainda néo ¢ esclarecido. A jararacugu (B. jararacussu
Lacerda, 1884) apresenta especial interesse para o estudo
do sistema circadiano de ofidios, devido a sua grande
distribui¢do geografica. Assim, no presente estudo,
procurou-se monitorar a atividade locomotora em B.
Jjararacussu durante 24 dias sob luminosidade e escuro
constante, objetivando o entendimento da organizagdo
circadiana e a influéncia da luz sobre este sistema.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados com dez
serpentes mantidas em condigdes de ciclo claro/escuro
ambiental 12:12, no periodo compreendido entre 21
de setembro a 21 de dezembro de 2006, na primavera.
Foram estudadas B. jararacussu de 18 meses de idade,
pesando em média 49,1 + 2,7g e comprimento médio de
48,0 £ 2,6cm; obtidas no serpentario da Universidade
Regional de Blumenau, no Estado de Santa Catarina,
Brasil (Certificado de Registro de Criadouro da Fauna
Silvestre — 900238/IBAMA).

Dez jovens animais mantidos durante 24 dias
no serpentario em ciclo claro/escuro ambiental 12:12
(dia/claro e noite/escuro), tiveram sua atividade
locomotora avaliada apos este periodo de aclimatagao,
sendo utilizados como referéncia para os testes
comportamentais. Posteriormente, estes mesmos animais
foram divididos em dois grupos de cinco animais, sendo
submetidos durante 24 dias as seguintes condi¢des: o
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primeiro grupo, a luminosidade constante (claro/claro),
e o segundo grupo, a escuro constante (escuro/escuro),
tendo sua atividade locomotora avaliada a cada seis
dias.

A avaliacdo da atividade locomotora foi filmada
no laboratério do serpentario na cidade de Blumenau
no estado de Santa Catarina, com temperatura ambiente
de 24 £+ 1°C e umidade relativa do ar de 56 + 2%,
utilizando-se uma arena de madeira (Figura 1). O interior
desta arena, de 280cm de didmetro e 50cm de altura,
foi pintado de preto e o assoalho foi subdividido em
segmentos de linhas brancas para formar 19 espagos
iguais (15cm = distancia total para cada espago).

FIGURA 1: Arena de madeira limitada por uma parede circular.

A ambulagdo foi aferida a partir da anotagdo do
numero de setores desenhados no chio do aparelho que
foram transpassados pelo animal pela distidncia de cada
espaco, com os dados coletados em intervalos de 2h de
forma ndo acumulativa, durante um periodo de 24h.

Os dados coletados foram utilizados para analise
de variancia. Apos ser observada a significancia do teste
F da analise de varidncia menor que 5% (p < 0,05),
utilizou-se o teste de Tukey para comparagao das médias
tomadas duas a duas.

Resultados

A atividade locomotora mais intensa para os
animais mantidos em ciclo claro/escuro no final de um
periodo de 24 dias ocorreu entre 16:00 e 24:00h, com
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picos maximos entre 18:00 ¢ 20:00h (13,7 +1,0e 13,2 +
0,4m, respectivamente). A analise de varidncia apresentou
significancia (F = 42,661; p <0,001; N =5); com o teste
de Tukey mostrando diferencas significativas para os
periodos compreendidos entre 02:00 ¢ 14:00h, quando
comparados a outros periodos (p < 0,05) (Figura 2).

15 *
l

Distancia Percorrida (metros
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2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 Horas

FIGURA 2: Variagdes na atividade locomotora durante periodo
de 24h de B. jararacussu apds serem submetidas aos
ciclos de claro/escuro durante 24 dias. A barra no eixo
das horas representa o periodo normal de dia/claro e as
linhas verticais acima dos pontos representam o erro
padrdo da média. O teste de Tukey mostrou diferencas
significativas na distancia percorrida entre 02:00 e
14:00h quando comparada com o periodo entre 16:00
e 24:00h (n = 5; *p < 0,05).

J.G.P.Cruzetal.

Bothrops jararacussu mostrou oscilagdes na
atividade locomotora quando mantida em luminosidade
constante, com analise de varidncia mostrando diferencas
significativas entre as médias nos periodos de 24h, mas
sem apresentar um padrio de ritmicidade (F = 29,668,
p < 0,001; N = 5). Diferengas na locomog¢do foram
observadas a partir do sexto dia nos animais submetidos
ao protocolo claro/claro (Figura 3).

Analise de variancia mostrou diferencas
significativas na atividade locomotora apos o 6° dia
nos animais submetidos a escuro constante, quando
comparado com o dia zero do experimento (F = 78,192;
p <0,001; N =5), com o teste de Tukey mostrando um
bloqueio desta atividade (Figura 4).

Apesar da baixa atividade locomotora em B.
jararacussu submetida a condic@o experimental
escuro/escuro, estas respondiam a presenca de
alimento no ambiente, movimentando-se em dire¢do
a presa, realizando o bote e ingestdo (dados ndo
demonstrados).
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FIGURA 3: Variagdes na atividade locomotora durante periodos de 24h de B. jararacussu submetidas a um periodo
de luminosidade constante durante 24 dias. A barra no eixo das horas representa o periodo normal de
dia/claro e as linhas verticais acima dos pontos representam o erro padrdo da média. O teste de Tukey
mostrou diferencas significativas nas médias das distancias percorridas em diferentes situagdes, ndo
havendo um padrio de ritmicidade nas observagdes realizadas a partir do sexto dia, como observado

no dia zero do experimento (n = 5; *p < 0,05).
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FIGURA 4: Variagdes na atividade locomotora durante periodos de 24h de B. jararacussu submetidas a um periodo de escuro constante
durante 24 dias. A barra no eixo das horas representa o periodo normal de dia/claro ¢ as linhas verticais acima dos pontos
representam o erro padrdo da média. Analise de varidncia ndo mostrou diferencas significativas na atividade locomotora
a partir do sexto dia quando os animais apresentaram um bloqueio na atividade, quando comparados com o dia zero do

experimento (n = 5; *p < 0,05).

Discussao

Quase todas as espécies de animais apresentam
comportamentos adaptados a um ciclo didrio de 24h,
com seu zeitgeber influenciado pela luz. Animais com
habitos noturnos, diurnos ou crepusculares sdo capazes
de sincronizar seus ritmos bioldgicos com as mudangas
de luminosidade (Redlin et al., 2003). O estudo da
atividade locomotora da B. jararacussu realizado em
cativeiro, sugere que a luz ¢ um potente zeitgeber para
estes animais (Pereira-da-Cruz, 2007). Nas condigdes
de ciclo claro/escuro, B. jararacussu apresentou
habito noturno, com maior periodo de atividade
locomotora entre 16 e 24h, com dias e noites subjetivas
geradas artificialmente no laboratorio (Figura 1). Estas
caracteristicas comportamentais da B. jararacussu
obtidas em laboratorio podem ser comparadas com
outras espécies deste género obtidas na natureza,
como B. moojeni (Leloup, 1984), B. jararaca (Sazima
e Manzaini, 1995) e B. neuwiedi (Borges e Aratjo,
1998).

Estas observagdes comportamentais demonstram
que B. jararacussu é capaz de distinguir variacdes
de luminosidade ¢ modificar seu ritmo de atividade
locomotora de acordo com o regime de claro/escuro

presente no ambiente. A endogenicidade destes
ritmos proporciona uma capacidade antecipatdria que
permite a estes animais organizar recursos fisioldgicos
e comportamentais, fornecendo uma resposta mais
eficiente as alteracdes do ambiente para obtencdo de
alimento ou protecdo contra predadores em ciclo claro/
escuro (Shine e Lambeck, 1990; Paranjpe e Sharma,
2005).

A luminosidade é um dos fatores primordiais
dos eventos sazonais, apesar de outros fatores como
umidade e temperatura também podem influenciar o
sistema circadiano. A hora do dia em que os animais
termodependentes sdo ativos apresenta conseqiiéncias
importantes. Os pardmetros fisioldgicos como atividade
enzimatica, fun¢des imunoldgicas, termogénese,
armazenamento ou mobiliza¢ao das reservas de energia,
devem ser bem ajustados as mudangas ambientais.
Coerentemente, mudancas comportamentais relacionadas
a alimentagdo, reproducdo e hibernagio, muitas vezes
devem preceder os eventos externos. Varias espécies
de serpentes demonstram modificagdes na atividade
locomotora controlada pelo sistema circadiano e sdo
influenciadas pelos ciclos de claro/escuro do ambiente
(Norris e Kavanau, 1966; Thomas ¢ Thomas, 1978;
Griffiths, 1984). Assim, as comparag¢des interespecificas
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de animais termodependentes ndo devem considerar
apenas a temperatura em relagdo a hora do dia que estes
animais sdo mais ativos, mas também o desempenho dos
ritmos circadianos em relagdo a outros fatores abioticos
como a luminosidade, intensidade de radiagdo solar,
umidade relativa do solo e/ou do ar (Llewelyn et al.,
2006).

Entretanto, a perda de ritmiciadade em B.
jararacussu submetida a luminosidade constante,
sugere uma fraca ligacdo entre o relogio biologico e
uniformidade dos ritmos. A exposi¢ao da B. jararacussu
alongo periodo de luminosidade € capaz de desincronizar
os osciladores circadianos responsaveis pela modulacao
da atividade locomotora, ocasionando uma significativa
fragmentacdo, com aumento global na atividade
locomotora (Figura 3). Comportamentos singulares
como estes foram descritos em algas, insetos, aves e
mamiferos (Engelmann et al., 1978; Yoshii et al., 2004;
Van Oort et al., 2005; Kumar et al., 2007), podendo estar
presente em todos os reldgios bioldgicos.

Um bloqueio na atividade em B. jararacussu
foi observado quando estes animais foram mantidos
em escuro constante (Figura 4), demonstrando a
incapacidade do relogio bioldgico em manter a atividade
locomotora. Resultados semelhantes foram obtidos em
nosso laboratério quando submetemos B. jararacussu
a uma inversdo no ciclo de luminosidade (Pereira-da-
Cruz, 2007). Nestas duas condigdes experimentais, a
baixa capacidade locomotora ¢ apenas aparente, pois
0s animais sempre se movimentavam para capturar
o alimento. Entretanto, os mecanismos moleculares
pelos quais estas manifestacdes comportamentais se
manifestam, através dos reldgios biologicos, ainda ndo
foram descritos.

Os resultados obtidos demonstram a forte influéncia
exogena da luminosidade na atividade locomotora de B.
jararacussu, sendo capaz de afetar todos os animais
colocados nas condi¢des experimentais de escuro ou
luminosidade constante. Portanto, a luz seria um dos
fatores determinantes na sincronizagdo e atividade
locomotora em B. jararacussu. Esta caracteristica
consiste na sincroniza¢do dos ritmos enddgenos e
exogenos alcancados através de diferentes osciladores
internos que respondem as variagdes ritmicas de
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luminosidade do ambiente. A forma como estes ritmos
sao estabelecidos depende do grau de sincronia entre
osciladores. Em B. jararacussu, onde a maioria dos
individuos apresenta ritmos monofasicos quando
submetidos a ciclos claro/escuro, possivelmente ocorra
devido ao acoplamento dos osciladores enddgenos ao
fotoperiodo do ambiente, permitindo a continua geragao
destes ritmos. Entretanto, sdo desacoplados quando
estes animais sdo submetidos a luminosidade ou escuro
constante. Nas condi¢des de escuro ou luminosidade
constantes os osciladores enddgenos sdo aparentemente
bloqueados ou desincronizados por influéncia do
ambiente, ocasionando a perda do ritmo de atividade
locomotora em B. jararacussu.

Os resultados comportamentais obtidos em
laboratério sugerem uma baixa flexibilidade dos
osciladores enddgenos em repostas as condigdes do
ambiente, demonstrando a importancia das pesquisas
futuras para o entendimento da expressdo destes
osciladores endogenos em relagdo a variagdo de
luminosidade do ambiente.
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